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論 文 内 容 要 旨
結 核 菌(Mycobacteria)はT細 胞依 存 性 抗原 に対 し強力 な ア ジ ュバ ン ト活 性 を 有 して お り,現
在,メ ラ ノ ーマ,骨 髄 性 白血 病 の他,乳 癌,大 腸 癌 な どの 固型 腫 瘍 に対 す る癌 免 疫 療 法 剤 と して
臨 床 的 に用 い られ て い る。結 核 菌 の ア ジ ュバ ン ト活性 は 菌体 成 分 の うち,細 胞 壁 画 分 が 最 も顕 著
な活性 を 有 す る こ とが知 られ て い る。結 核 菌細 胞 壁 は ミ コー ル酸(C70～C80),ア ラ ビノ ガ ラク
タ ン及 び ム コペ プ タ イ ドか ら構成 され,こ の うち ム コペ プ タイ ド画 分 が活 性 中心 で あ る こ とが 明
らか に され て い る。 しか し,細 胞 壁 の 活性 発 現 に お け るlipid部 分(ミ コール 酸)の 役 割 につ いて
は,こ れ まで ほ とん ど検 討 され て い な い 。 最 近,類 縁 のNocardiaよ り得 られ た細 胞 壁(C40～
C60の ノ カル ドミコー ル酸 を含 む)が,ミ コバ クテ リアの それ に比 べ,抗 腫 瘍 性 及 び 細 胞 傷 害 性T
細 胞 の 誘 導 に対 しよ り強力 な 活性 を 有 す る こと が示 され た 。 ま た,ミ コバ ク テ リア よ り得 られ た
ペ プチ ドグ リコ リピ ドを接 触 還 元 す る とア ジ ュバ ン ト活 性 が 失 われ る こ とか ら,こ れ ら菌 体 成 分
の 活性 発 現 に お け る ミコー ル酸 の 調 節 因子 と しての 重 要 性 が 示 唆 され る。 この よ う な観 点 か ら,
筆 者 は 本研 究 に お い て,結 核 菌 の抗 酸 性 発 現 を 阻害 す る こと に よ り,よ りlipophilicityの 低 い
1ipid部 分 を有 す る細 胞壁 に変 換 し,得 られ た非 抗 酸 性 結 核 菌 な らび に その 菌 体 成 分 の 免 疫 活 性
に つ い て 検 討 した 。
1)非 抗 酸性 結 核 菌 の分 離 及 び免 疫 活性
ノ ウル シEuphorbiaadenochlora(Euphoriaceae)の 根 茎 は 結 核 菌 の 抗 酸性 化 を 強 く阻 害 す
る こ とが知 られ て い る 。本 植 物 の根 茎 を メ タ ノール で 抽 出 し,結 核 菌 に対 す る抗 酸性 化 阻 害 作 用
を 指 標 に しそ の活 性 成 分 の追 求 を 行 い,mp330-331℃ の 黄 色 針 状 晶 を得 た 。本 物質 は そ の 機 器
デ ー タよ り,3,3'一di-0-methylellagicacidと 確 定 した(1)。(1)はSauton培 地 中,6×
1r4～6×1r5Mの 濃 度 で 菌 の 発 育 に は 全 く影 響 を 与 え ず,抗
0
酸 性 の発 現 のみ を 特 異 的 に阻 害 した 。 得 られ た 非 抗 酸性 結 核 菌HsC
H・ ＼ ∠ ∩ ・H(NAF)は 高い熱感難 を示 し・また表層成分中・クロロホ・レ
OCH3ム 可 溶 部(WaxB・WaxCandWaxD)の 著 しい 減 少 が 認 め ら
0れ た
。一 方,(1)の 部 分 式 に 桂 皮 酸 ま た は クマ リンが 含 ま れ
(1)
て い る こ とか ら,フ ェル ラ酸 誘 導 体 及 び オ キ シ クマ リン誘 導体
に つ い て阻 害 活 性 を 調 べ た結 果,(1)の 構 造 中 の ρ 一 ク マル 酸 部 分 が 抗 酸 性 阻 害 作 用 の 活性 中
心 で あ る ことが 判 明 した 。次 にNAFの ア ジ ュバ ン ト活 性 につ い て 検 討 した 。 そ の結 果,NAFは
抗 酸性 菌(AF)に 比 べ,体 液 性 な らび に細 胞 性 免 疫 に対 し,よ り強 力 な ア ジ ュバ ン ト活性 を 有 し,
しか も注 射 局 所 に生 ず る腫 張 は非 常 に軽 度 で あ る こ とが 判 明 した 。 さ ら にNAFは 網 内 系 に 対 し,
持 続 的 な賦 活作 用 の あ る こと を見 出 した 。
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2)細 胞 壁 画 分 の生 化学 的 及 び 免疫 学 的 性 状
AFお よびNAFか ら細 胞壁 画分 を分 離 し,そ れ ぞれ の 化 学 組 成 に つ い て 調 べ た 。 そ の結 果,
AFは35%のlipid・36%のarabinogalactan・7・9%のaminosugars及 び20%のaminoacids
か らな り,一 方NAFは30%のlipid,32%のarabinogalactan,8.3%のaminosugars及 び28
%のaminoacidsか ら構 成 され て い た 。lipid部 分 を さ らに熱 メ タ ノ ール 可 溶 部(normalfatty
acids)と 不 溶 部(mycolicacids)と に分 け て調 べ た 結 果,AFで はlipid部 分 の98%がmycolic
acidsで あ るの に 対 し,NAFは78%のmycolicacidsと22%normalfattyacidsか らな って い
る こ とが 判 明 した 。特 にNAF細 胞 壁(NAF-CWF)のlipid部 分 に はAF細 胞壁(AF-CWF)
に は存 在 しな い ε一Carboxymycolicacidカ ヨ多 量 に含 まれ て お り,ケ ン化 に よ り,1-methy-
nonadecanolが 得 られ る こ とか ら,Carboxymycolicacidの 少 な くと も一 部 は この ア ル コー ル
との エ ス テル と して 存 在 す る こ とが示 唆 され た 。 これ らの 結 果 よ り,NAF-CWFはAF-CWF
に比 べ 著 し くlipohilicityの 減少 したlipid部 分 を 有 す る こ とが 判 明 した 。 また,NAF-CWFは
リゾ チ ー ムに 対 す る抵 抗性 の 減少 及 び ア ラ ビノ ガ ラク タ ン部 分 の 抗 原性 の 減 少 が 認 め られ た が,
それ らは,こ の 特 微 的 なlipid部 分 の脂 胞 酸 組 成 に よ る も の と思 わ れ る。一 方,AF表 層部 分 の 分
析 か ら,dicarboxymycolicacidは 抗 酸 性 菌 で は ク ロ ロホル ム可 溶 部 の うち のWaxC及 びWax
D,さ らに エ ーテ ル ー エ タ ノー ル(1:1,V/V)抽 出画 分 の う ちのWaxAに 存在 す る こと が
明 らか と な った 。 またNAFエ ーテル ーエ タノール 抽 出画 分 か らはAFに は 存在 しな い 新 しい タイ
プ の ペ プ チ ドグ リコ リピ ドが得 られ た 。 この ペ プ チ ドグ リコ リ ピ ドはmp>300℃ を 示 し,そ の
lipid部 分 は主 にdicarboxymcolicacidか らな って い た 。ま た全 体 と して,リ ピ ド含 量 の 低 い ペ
プ チ ドグ リコ リ ピ ドで あ る こ とが 判 明 した 。一 方,得 られ たNAF-CWFはinvivoに お い て
AF-CWFに 比 べ,よ り強 力 な ア ジ ュバ ン ト活性 を 示 し,全 菌 体 を 用 い た 場 合 と同 じ効果 が再 現
され た 。 また マ ウ ス に おい て,7S抗 体 及 び19S抗 体 に対 す るNAF-CWFの ア ジ ュバ ン ト効 果
に つ い て検 討 した 結 果,NAF-CWFは19S抗 体 産 生 に対 す る効 果 はAF-CWFと ほ ぼ 同 程度 で
あ った の に対 して,7S抗 体 産 生 に は 著 しい 増 強作 用 を示 した 。invitroに お け る19S抗 体産 生
に対 す る効 果 につ い て も検 討 した が,invitroと 同様,AF-CWFと の 間 に 明確 な差 は 認 め られ
な か った 。す な わ ち,NAF-CWFはIgG抗 体 産 生 に 対 し,よ り強 力 な ア ジ ュバ ン ト活 生 を 有 す
る こと が判 明 した が,invitroに お け るmemorycellsの 誘 導 効 果 はAF-CWFと 同 様 に認 め ら
れ な か った 。次 にNAF-CWFの ア ジ ュバ ン ト関 節炎 誘 起 能 に つ い てSpraque-Dawley系 ラ ッ
トを 用 い て調 べ た結 果,NAF-CWFに よ る効果 は 成 熟 ラ ッ ト(12週 令)で はAF-CWFに よ る
効果 とほ ぼ 同程度 で あ った が,6週 令 の ラ ッ トに 対 し てはAF-CWFよ り強 い誘 導 効 果 が認 め ら
れ た 。
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3)非 抗 酸 性 結 核 菌 表 層 構 造 の弱 酸 処 理 に よ る ア ジ ュバ ン ト活 性 物 質 の 分 離
NAF-CWFの ア ジ ュバ ン ト活 性 に つ い て さ らに詳 細 に調 べ るた めNAFの 表 層 構造 に 対 し,
0。15%HCI及 び0.5%HCI含 有 ク ロ ロホ ル ム ー メ タ ノ ール 混 液 に よ る酸 加 水 分解 を 行 った 。 そ
の結 果,ア ジ ュバ ン ト活 性 な物 質 と してNAFよ り,C-1,CM-2及 び ムコペプ タイ ドポ リマ
ー フ ラク シ ョ ン(MPF)を 得 た 。一 方 ,AFか らは,活 性 成 分 と してMPFの み を得 た 。NAF
及 びAFよ り得 たMPFは ほ ぼ同 様 の 化 学 組 成 を 有 し,本 質 的 に 細 胞 壁 の ム コペ プ タイ ド画 分 に12
～13%の ガ ラ ク トー スが 結 合 した も ので あ った 。本 成 分 は10～500μg/animalのdoseで マ ウス
に お い てAF-CWFと ほ ぼ同 等 の ア ジ ュバ ン ト活性 を 有 す るの に 対 し,ラ ッ トに お け る ア ジ ュバ
ン ト関節 炎 に対 す る誘 起 効 果 は 全 く認 め られ なか った 。 また,モ ル モ ッ トに お い て本 成 分 の体 液
性 及 び細 胞 性 免 疫 に対 す る効 果 を 検 討 した 結 果,500μg及 び100μg/animalのdoseで 体 液 性
及 び細 胞 性 免 疫 に対 す る効 果 共,AF-CWFと 同 等 以 上 の 活 性 が 認 め られ るの に 対 し,25μg/
anima1のdoseで は細 胞性 免 疫 に 対 す る効 果 が,AF-CWFの それ に比 べ減 少 した 。 一方,MP
Fを モ ル モ ッ トに投 与 した際 に生 ず る注 射 局 所 の 腫 張 は,投 与 後5日 目ま で はAF-CWFを 投 与
した場 合 と同程 度 の腫 張 を 示 すが,そ れ 以 後 はAF-CWFを 投与 した 場 合 に 比 べ,は る か に 軽度
で あ った 。一 方,NAFよ り得 られ たC-1は57%のmycolicacidsを 含 むlipophilicな ペ プ チ
ドグ リコ リ ピ ドで あ るの に対 し,CM-2は 全体 の24%が 脂 胞 酸 で 構成 さ れ,そ の うち の42%が
normalfattyacids,58%カ ヨdicarboxymycolicacidか らな る,よ り極 性 の高 い ペ プ チ ドグ リ
コ リピ ドで あ った 。C-1は マ ウ ス に お い てIgG及 びIgM抗 体 産 生 に対 し,ア ジ ュバ ン ト活 性
を 示 す が,CM-2は 興 味 あ る こ と にIgG抗 体 産 生 の み を特 異 的 に,か つ 著 し く増 強 さ せ る作 用
を 有 す る こ とを 見 出 した 。 この こ と に よ り,NAF-CWFのIgG抗 体 産 生 に対 す る ア ジ ュバ ン ト
効 果 は,細 胞 壁 中の,よ り極 性 の 高 い ペ プ チ ドグ リコ リピ ド部分 の作 用 に よ る もの と考 え られ る。
以 上 述 べ た よ うに,本 研 究 に よ り得 た 非 抗 酸 性 結 核 菌 は,通 常 の抗 酸 性 菌 に比 べ,よ り強 力 な
ア ジ ュバ ン ト活 性 を 有 し,し か も注 射 局 所 に生 ず る腫 張 は 軽 度 で あ る こ とか ら,癌 免 疫 療 法 へ の
応 用が 期 待 され る 。 また 本研 究 に よ り分 離 した ア ジ ュバ ン ト活性 物 質 は それ ぞれ 異 な った 化 学 組
成 と免 疫 活 性 を 有 す る こ とか ら,活 性 発 現 の 分 子 レベ ル で の解 明 に大 き く寄 与 す る も の と考 え ら
れ る 。
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審 査 結 果 の 要 旨
筆 者 は抗 酸 性 の発 現 を 阻 害 す る こ と に よ り,lipophilicityの 低 い細 胞壁 を有 す る結 核 菌 を 得,
細 胞 壁 の ア ジュバ ン ト活 性 発 現 に お け るlipid部 分 の役 割 を 解 明 す る と共 に,よ り高 度 な癌 免 疫
療 法 へ の応 用 を 目的 と して 本 研 究 を 行 ない,次 の様 な結 果 を 得 て い る 。
1)非 抗 酸 性 結 核 菌 の 分 離 とそ の 免 疫 活性 一 ノ ウル シ根 茎 の メ タ ノー ル抽 出液 よ り,強 力 な
抗 酸 性 阻害 活 性 を 有 す る3,3Ldi-0-methylellagicacidを 得,活 性 中心 は そ の構 造 中 ρ一
クマル 酸 部 分 に 存 在 す る こ とを 見 出 した 。得 た非 抗 酸性 結 核 菌 は通 常 の 抗 酸 菌 に比 べ,よ り強 力
な ア ジ ュバ ン ト活 性 と持 続 的 な網 内系 に 対 す る賦 活 作 用 を有 す る こと が判 明 した 。
2)非 抗 酸 性 菌 細 胞 壁 画 分(NAF-CWF)の 生 化学 的 な らび に免 疫 化 学 的 性 状 一NAF-
CWF及 び抗 酸 性 菌 細 胞 壁(AF-CWF)の 分 析 の 結果,NAF-CWFに はAF-CWFで は ほ
とん ど存 在 しな い ε一 カ ル ボ キ シ ミコー ル 酸 とア セ トン可 溶 性 脂 胞 酸 が 多 量 に存 在 す る こ とが 明
らか と な っ た 。 またNAF-CWFはAF-CWFに 比 べ抗 原 性 が弱 く,か つ強 力 な ア ジ ュバ ン ト活
性 を有 し,特 にIgG抗 体 産 生 に対 す る著 明 な促 進 効 果 が 認 め られ た 。 さ らに,NAF-CWFは
AF-CWFと 同 等 以 上 の ア ジュバ ン ト関 節 炎誘 起能 を 有 す る こ とを見 出 した 。
3)非 抗 酸 性 菌 表 層 構 造 の 弱 酸 によ る分 画 一 非 抗 酸性 菌 の表 層 部 分 か ら段 階的 弱 酸 処 理 に よ
り,C-1,CM-2及 びMPFの3分 画 を得,一 方,抗 酸 性 菌 か らは同 条 件 下 でMPFの み を 得
た 。分 析 の 結 果,C-1は 多 量 の ミコ ール 酸 を含 む1ipophilicityの 高 い ペ プ チ ドグ リ コ リピ ド
(PGL)で あ り,CM-2は カル ボ キ シ ミコー ル 酸 と アセ トン可溶 性 脂 胞 酸 とか らな るlipophili-
cityの 低 いPGLで あ った 。またMPFは 細 胞壁 の ム コペ プ チ ド部 分 に相 当 す る化 学 組 成 を 有 して
い た 。C-1はIgM及 びIgG抗 体 産 生 に 対 しア ジ ュバ ン ト活性 を示 した が,CM-2はIgG抗
体 産 生 のみ に活 性 を 示 し た 。一 方,MPFは 多 量 の 投与 で はCWFと ほ ぽ 同等 の免 疫 活 牲 を示 した
が,少 量 の投 与 で は細 胞 性 免 疫 に対 す る効 果 が 著 し く減 少 した 。
以上 の様 に本 研 究 は,3,3Ldi-0-methylellagicacidの 抗 酸 性 阻害 作 用 に よ り,カ ル ボ キ
シ ミ コール 酸 と ア セ トン可 溶 性 脂 胞 酸 を 中 心 とす る1ipophilicityの 低 い表 層 構 造 を もつ 結 核 菌
(NAF)を 分 離 し・ その 細 胞 壁 画 分 が 抗 酸 菌(AF)の そ れ に比 べ よ り強 力 な 免疫 活 性 を有 し・
特 にIgG抗 体 産 生 に対 す る効 果 が 著 し く,か つ この 作用 は 弱 酸 に よ る表 層 部 分 の分 画 の結 果,カ
ル ボ キ シ ミ コール 酸 を 含 むhpophilicityの 低 いPGL部 分 に起 因 す る こ と を見 出 した も ので あ り,
学 位 論 文 と して 充 分 価 値 あ る もの と認 め る 。
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